























For the production of transgenic cells , antibiotic resistance or f luorescent protein genes 
are commonly used as selectable markers. However, the antibiotic resistance gene system is not 
possible for negative selection and the f luorescent protein system requires special equipment, 
such as a cell sorter. To overcome such problems, we constructed a new plasmid system for 
gene expression in mammalian cells that can isolate transgenic cells using protein G conjugated 
magnetic beads. This plasmid has a selectable marker gene for expressing Fc fragments on 
磁性ビーズによる遺伝子導入細胞のセレクションを可能と
するGPIアンカー型Fcフラグメント発現プラスミドの構築
Construction of a novel plasmid vector expressing GPI anchored Fc 
fragments that can select transgenic cells by magnetic sorting































293T; ? ? BRC-Cell Bank RBRC-RCB2202?? ?
?????????? IM-9?JCRB????? 
IFO50025????????????? THP-1?JCRB
????? JCRB0112???????HEK 293T ?
10% ???????FBS BioWest???? DMEM 
?????????????37??5 % CO2 ??
???????IM-9??? THP-1? 10% FBS ?
?? RPMI1640?????????????37??
5 % CO2 ?????????
プラスミドの構築
?????????? pcDNA 3.1/myc-His?-? B 
Mammalian Expression Vector?Thermo Fisher 
Scientific?? pcDNA3.1???????Michael 
McVoy ????????? pIRES-EGFP-puro 
?Addgene plasmid # 45567??????????
??????????????????????
?????IM-9 ? THP-1 ?? RNeasy Mini Kit
?Qiagen???? RNA?????PrimeScript 1st 
strand cDNA Synthesis Kit?Takara Bio????
? cDNA??????IM-9 cDNA?? IgG? Fc
????????THP-1 cDNA?? CD14???
????????????GPI????????
???????????????? Zero Blunt™ 
PCR Cloning Kit?Thermo Fisher Scientific?????
???????????????
pcDNA 3.1? Puro R???????????
???????????????? pcDNA 3.1 - 
Fc?????????? In Fusion HD cloning 
the cytoplasmic membrane, which can bind protein G and purify cells expressed Fc fragments 
through a magnetic technique. This could efficiently enrich transgenic cells at > 95%, as indicated 
when the purity was assessed by fluorescence-activated cell sorting (FACS). In summary, as this 
system is very simple and there is no need for expensive equipment, it would be a useful tool for 
mammalian transformation.


















(PBS???????????????10 µL APC 
anti- human IgG Fc?clone M1310G05? Biolegend?
?????4? 30???????PBS? 3???
??FACS Calibur?BD Bioscience???????
?????? Cell Quest pro?BD Bioscience??
????
磁性ビーズによる細胞分離および解析
Dynabeads Protein G?ThermoFisher ?? ??
????20 ?L? 2 mL tube ?????????
??????????????????????
















???? pcDNA3.1 - Fc ??????????















???????? 2?????pcDNA3.1 - Fc ??




















??? pcDNA3.1 - eGFP???????????
???????pcDNA3.1 - Fc?????????
??????????????????????
図 1　pcDNA3.1 - Fc プラスミドマップ
図 2　磁性ビーズによる細胞セレクションの概要
プラスミドが導入された細胞は膜上に Fc フラグメントを発現する。プロテイン G 感作












































図 3　Fc フラグメントおよび eGFP の発現解析
（A）トランスフェクション後 293T 細胞の細胞膜上の Fc フラグメント発現結果の
一例を示している。Fc フラグメントが発現している細胞群と発現していない細
胞群が観察された。
（B）トランスフェクション後 293T 細胞の Fc フラグメントおよび eGFP の発現結
果の一例を示している。数値は各象限に含まれる細胞の割合を示している。Fc




（A）pcDNA3.1 - eGFP（ネガティブコントロール）または、pcDNA3.1 - Fc をトランスフェクションした細胞
群の Positive Fraction の FSC と SSC を FACS で観察した１例を示している。R1 分画が分離された細胞を、
R2 分画が磁性ビーズを示している。pcDNA3.1 - eGFP 導入細胞群では Positive Fraction に細胞が含まれ
ておらず、pcDNA3.1 - Fc 導入細胞群では Positive Fraction に細胞が存在していた。
（B）トランスフェクション後 293T 細胞の、pcDNA3.1 - eGFP 導入細胞群の磁性ビーズ分画 +Positive 
Fraction、pcDNA3.1 - Fc 導入細胞群の分離前、Negative Fraction、Positive Fraction に含まれる
eGFP 陽性細胞の割合を、FACS で解析した結果の 1 例を示している。数値は各分画に含まる eGFP 陽性細胞
の割合を示している。pcDNA3.1 - Fc 導入細胞群では、分離前と比較してポジティブフラクションに含まれる
eGFP 細胞の割合が顕著に増加していた。
（C）トランスフェクション後 293T 細胞の、pcDNA3.1 - eGFP 導入細胞群の Positive Fraction、pcDNA3.1 - 
Fc 導入細胞群の分離前、Negative Fraction、Positive Fraction に含まれる eGFP 陽性細胞の割合を、共焦
点顕微鏡で観察した結果の 1 例を示している。上段は eGFP、下段は eGFP+ 微分干渉の顕微鏡像を示している。
eGFP 陰性細胞および eGFP 陽性細胞の例を、それぞれ赤矢印と緑矢印で示している。pcDNA3.1 - Fc 導入細
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